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Em reprodução de mamíferos, sabe-se que 99,9% dos folículos pré-antrais serão 
eliminados durante a vida reprodutiva das fêmeas. A recuperação dessas 
estruturas é importante para solucionar problemas de infertilidade e aumentar o 
potencial reprodutivo das fêmeas. Para isso é necessário desenvolver meios de 
cultivo ideais com propriedades que possam incrementar o número e 
desenvolvimento desses folículos. Nesse contexto o objetivo desse estudo foi 
avaliar a atividade de dois extratos naturais produzidos com Spirulina maxima e 
Kefir na manipulação de oócitos in vitro (MOIFOPA).Os ovários de 10 fêmeas 
suínas pré-púberes foram obtidos em abatedouro e manipulados em laboratório 
para o cultivo in vitro do tecido do córtex ovariano na presença de diferentes 
concentrações (10, 50, 100 e 200 µg.mL¯¹) do extrato aquoso de Spirulina maxima 
e do extrato liofilizado de Kefir pelo período de um e sete dias. O grupo controle foi 
representado pelo tratamento semelhante aos demais com exceção da adição das 
substâncias testadas. Os estratos também foram caracterizados e analisados para 
determinar sua concentração de proteínas, carboidratos e lipídeos por HPSEC-
MALLS e SDS-PAGE. Na caracterização dos extratos de S. maxima e de Kefir foi 
detectado total de 48,85 e 30,87% de proteínas, respectivamente. No cultivo de 
tecido ovariano para manipulação de oócitos in vitro (MOIFOPA) não foi 
observada citotoxicidade para o desenvolvimento de folículos pré-antrais, nas 
duas substâncias estudadas, sendo que o Kefir foi mais eficiente do que a S. 
maxima. 
 













In reproduction of mammals 99.9% of preantral follicles are produced and released 
during reproductive stage of females. Retrieving of these follicles is important 
to confront infertility problems to increase the reproductive potential of females. 
Given this scenario developing ideal culture medias with nutritional properties 
which might increase the number and development of these follicles is 
necessary. The aim of this study was evaluate the activity of two natural 
extracts, one produced by the “blue-green algae” Spirulina maximum and “Kefir” in 
the biotechnique of the Manipulation of Oocytes Enclosed in Preantral Follicles 
(MOEPF).  Each extract were characterized and analyzed to determine proteins, 
carbohydrates and lipids concentrations by the method HPSEC-MALLS and SDS-
PAGE. S. maxima extracts has 48.85% of proteins and “Kefir” had 30.87% 
proteins. Each extract were tested in ten ovarian cortex tissues from 
prepubertal swine obtained from a slaughterhouse. Cortex tissue were cultivated in 
vitro culture and citotoxicity were tested with different concentrations (10, 50, 100 
and 200 μg.mL¯¹) of Spirulina maxima aqueous extract and lyophilized extract of 
“Kefir” in periods of one and seven days each. The control group was not 
submitted to extracts but periods were the same. In ovarian tissue culture oocytes 
in vitro manipulation (MOEPF) cytotoxicity was not observed. For the development 
of preantral follicles in the two substances studied “Kefir” was more efficient than S. 
maximum. 
 






















En la reproducción de los mamíferos 99,9% de los folículos pre-antrales son 
eliminados durante la vida reproductiva de las hembras. La conservación de estas 
células es importante para resolver problemas de salud como la infertilidad 
además de incrementar el éxito reproductivo, siendo así necesario desarrollar 
medios de cultivo ideales con propiedades que puedan potenciar los ciclos 
reproductivos estimulando un mayor número de folículos preovulatorios. En este 
sentido el objetivo de este estudio fue evaluar la actividad de dos extractos 
naturales producidos con Spirulina maxima e Kefir en la manipulación de ovocitos 
in vitro. Para esto, se tomaron los ovarios de 10 hembras porcinas prepúberes, 
luego del sacrificio. El córtex de cada ovario se cultivó suplementando el medio 
con uno de los dos extractos naturales, para intentar estimular el desarrollo de los 
folículos preantrales. La adición de cada extracto fue de 10, 50, 100 y 200 µg.mL¯¹ 
por un periodo de un día y un periodo de siete días. El grupo control fue 
representado por las muestras cultivadas sin la presencia de los extractos de S. 
máxima y Kefir. Los extractos también fueron analizados y caracterizados para 
determinar su concentración de proteínas, carbohidratos y lípidos por HPSEC-
MALLS e SDS-PAGE. En la caracterización de los extractos de S. máxima y Kefir 
fueron detectados un total de 48,85 y 30,87% de proteínas, respectivamente. 
Mientras que en el cultivo de tejido de ovario para manipulación de ovocitos in vitro 
(MOIFOPA) no fue observada citotoxicidad en el desarrollo de los folículos pre-
antrales, siendo el kéfir más eficiente que S. máxima. 
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99,9% dos folículos pré-antrais serão eliminados durante a vida 
reprodutiva no recrutamento e desenvolvimento folicular (FIGUEIREDO et al., 
2007; FIGUEIREDO et al., 2009; ROCHA, 2013).Devido a essa perda folicular, 
biotecnias como a manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais 
(MOIFOPA) são usadas. Pois a técnica in vitro que pode ajudar no resgate da 
população folicular, pois o interesse centra-se na conservação desses gametas, 
necessários na biotecnologia de reprodução humana e animal. Porque, muitos são 
os problemas de infertilidade humana e animal, bem como a necessidade de 
conservar em animais genótipos valiosos e restaurar a fertilidade nas fêmeas 
(FIGUEIREDO et al., 2009;ROCHA, 2013). 
 
 A técnica MOIFOPA visa incrementar o numero de folículos maturados 
depois de um ciclo reprodutivo sem usar técnicas como: superovulação em 
animais domésticos e na mulher. Também possibilita estudos in vitro de 
substâncias sob o desenvolvimento de folículos pré-antrais porque pode se testar 
diferentes substâncias de interesse médico, isso antes de estudos preliminares 
com animais.  
  
Este estudo desenvolve-se em dois artigos. O primeiro descreve o 
desenvolvimento folicular e os meios de cultivo usados in vitro para suínos e o 
segundo artigo apresentara a ação das substâncias Spirulina maxima e Kefir em 
cultivo in vitro de folículos pré-antrais de porca pré-púber.  
 
Neste caso o estudo preliminar de S. maxima e Kefir é importante porque 
substâncias são atualmente usadas no mercado com propriedades antioxidantes e 
sem estudos preliminares sobre sua função ou toxicidade na reprodução. Para 
tanto foram usadas amostras córtex de ovário de fêmeas pré-púbere de suínos 
segundo metodologia de MAO et al.,(2004), em meios de cultivo básico alfa MEM 
(pH 7.2-7.4) com as dosagens de 10, 50, 100 e 200 µg dos extratos brutos de S. 
maxima e Kefir durante um e sete dias de cultura. A avaliação dessas substâncias 
poderia verificar a segurança no uso destas sobre o cultivo de folículos pré-antrais 
e assim comprovar o grande interesse na purificação de moléculas ou peptídeos a 






1. EXTRATOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DE FOLICULOS PRÉ-
ANTRAIS 
 
Na fisiologia da reprodução da fêmea, os folículos pré-antrais são formados 
no ovário durante a fase fetal. E ao longo da vida reprodutiva um pequeno número 
de folículos primordiais será estimulado ao crescimento, pois muitos deles entrara 
em atresia durante a maturação e desenvolvimento, processos necessários para o 
sucesso da ovulação (FIGUEIREDO et al., 1999; MAO et al., 2002). O que ocorre 
é que a maioria dos folículos, (99,9%) não será recrutado para desenvolver-se e 
sofrerá apoptose (Figueiredo et al., 1999). Nesse contexto, novas metodologias in 
vitro são pesquisadas na tentativa de resgatar esses folículos pre-antrais. Ou seja, 
é necessário desenvolver meios que impeçam sua morte visando aumentar o 
número de folículos que irão desenvolver-se e ovular. Em modelos in vitro são 
necessárias inúmeras substâncias para suprir as necessidades básicas para o 
desenvolvimento desses folículos (FIGUEIREDO et al., 1999). Contudo, é 
necessário identificar novos componentes capazes de melhorar os resultados já 
obtidos em biotecnologia da reprodução. Entre eles podem-se citar os extratos 
naturais que vêm sendo utilizados. Em medicina humana a busca de substâncias 
alternativas tem ganhado destaque nos últimos anos pois, efeitos secundários de 
tratamentos, além dos aditivos em alimentos, dietas desbalanceadas, radiações e 
doenças podem diminuir a fertilidade na mulher. Também na produção de animais 
domésticos os mesmos fenômenos vêm ocorrendo (SAADI et al., 2015).  
Nesse contexto essa revisão bibliográfica tem como objetivo apresentar 
informações relevantes sobre a fisiologia de formação dos folículos e oócitos nos 
ovários, bem como seu cultivo in vitro tradicional e com novas substâncias 
alternativas, extratos naturais de interesse médico como Spirulina maxima e Kefir. 
 
1.1. FOLICULOGÊNESE 
Em todos os mamíferos o desenvolvimento oócitario inicia na fase fetal, 
mais especificamente na terceira semana de vida, quando aparecem no ovário ás 
células germinais que produzem gametas haploides e viajam do saco vitelino até 
as gônadas em formação (células com a metade dos 46 cromossomos). Já que 
durante a fertilização será necessário que os cromossomos de óvulo e 
espermatozoide se unam, para formar uma célula diploide, o zigoto (SOTO-





As células germinais ou oogônios entram na primeira meiose para formar o 
oócito primário que entrará na fase de prófase I e ficará em latência celular ou fase 
inerte até a puberdade. Na literatura é reportado o inibidor de maturação do oócito 
que o mantem latente na fase de prófase I. No entanto, na ativação do 
crescimento folicular os mecanismos ainda não são esclarecidos (SOTO-SUAZO; 
ZORN, 2005; ZHAO, 2005; URBINA; LERNER, 2008). 
No nascimento as fêmeas de mamíferos terão uma carga de dois milhões 
de oócitos primordiais, passando na puberdade para ordem de 40 a 200 mil e 
apenas 0,25% deles serão ovulados durante a vida fértil, pois 90% dos folículos 
entrarão em atresia por apoptose (URBINA; LERNER, 2008; MOORE, 2013). 
O desenvolvimento folicular possui uma primeira fase de formação e início 
de crescimento de folículos primordiais e uma segunda fase de crescimento de 
folículos primários e secundários. Na primeira fase há transformação de células da 
granulosa de pavimentosas a cubicas além de sua proliferação e rápido aumento 
de tamanho (ARAÚJO, 2014).  
 
1.2. FORMAÇÃO E CRESCIMENTO DO FOLÍCULO PRIMORDIAL 
No oócito a primeira fase meiótica ocorre entre 75 e 80 dias na ovelha e 
entre 91 e 144 dias em bovinos. Os folículos primordiais possuem uma camada 
simples de células da pré-granulosa que são pavimentosas, sendo a primeira 
geração de células foliculares. Em suínos o diâmetro folicular é de 33,8 ± 3,4µm e 
oócitario de 26 ± 2,5 µm e na sua ultraestrutura a forma dos folículos é esférica e 
oval, o citoplasma é homogêneo com pequenas gotas lipídicas ao redor do reticulo 
endoplasmático liso e livres no oolema. Os folículos permanecem quiescentes até 
a puberdade quando serão estimulados a crescer. Nesta fase os mecanismos de 
ativação ainda são desconhecidos, mas observa-se incremento de tamanho no 
folículo e na camada das células da granulosa (SILVA, 2011, ARAÚJO, 2014). 
Quando os folículos possuem uma camada completa de células da granulosa de 
forma cubica, após sua ativação, passam a ser primários com diâmetro folicular de 
40,4 ± 5,1µm e diâmetro oócitario de 27,3 ± 2,8µm (SILVA, 2011). 
 
1.3. FOLÍCULOS SECUNDÁRIOS 
As células da granulosa crescem e se multiplicam formando uma segunda 
camada ao redor do oócito e aparece uma capa glicoproteica acelular e amorfa 
que separa o oócito das células da granulosa, estrutura denominada zona 
pelúcida, que não se pode observar nos folículos secundários iniciais. A formação 





pode aparecer o início da camada das células da teca e a sínteses de mRNA no 
oócito além do início da sensibilidade as gonadotrofinas. Em suínos nesta fase, os 
folículos possuem um diâmetro folicular de 84,5 ± 15,1µm e diâmetro oócitario de 
39,1 ± 6,8 µm (SILVA, 2011). Já em bovinos nesta fase todos os eventos 
dependem da expressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator 
9 de diferenciação (GDF-9) e estimulação de desenvolvimento folicular in vitro que 
possui suporte para transição do estado primário  a secundário (ARAÚJO, 2014). 
 
1.4. FOLÍCULOS TERCEÁRIOS 
Nesta etapa está inclusa o desenvolvimento da camada de células da teca 
interna e externa, além da formação das células do cúmulus. Neste tipo de 
folículos em suínos há três grupos de tamanho: menor a 2, entre 2 a 4 e entre 4 a 
6mm. O oócito é esférico com núcleo na periferia (SILVA, 2011). Os folículos 
terciários também são conhecidos como folículos maduros ou de Graaf, ou ainda 
como pré-ovulatórios.  
 
1.5. DINÂMICA FOLICULAR EM SUÍNOS 
O ciclo estral da fêmea suína é poliestrico não estacional com 21 dias de 
duração. E sua fase folicular estrogênica ocorre nos dias 14 a 16 do ciclo, quando 
inicia o crescimento e maturação dos folículos pré-antrais. Esta fase é estimulada 
pelos hormônios FSH e LH. Após esta fase, se inicia a fase luteínica entre 13 e 16 
dias do ciclo, influenciada pela progesterona produzida pelo corpo lúteo (UN, 
2015). 
O desenvolvimento folicular na fêmea suína, na fase luteínica, dura entre 7 
a 15 dias do ciclo estral sem se relatar ondas foliculares, dominância folicular e 
concentrações plasmáticas de FSH. Já que o corpo lúteo produz inibina e estradiol 
que regulam negativamente FSH e mantém concentrações baixas durante o 
recrutamento folicular. Os folículos que irão ovular incrementam seu crescimento 
nos dias 14 e 16 do ciclo estral e esses são recrutados do pool de folículos antrais 
que se desenvolvem na fase luteínica, pois as fêmeas suínas pré-púberes, 
púberes e pós desmame possuem um pool de 50 folículos de 1 e 6 mm na 
superfície do ovário. Toda esta fase luteínica é influenciada pela diminuição da 
concentração de progesterona e aumento dos níveis de LH e FSH. Aqui os 
folículos menores entram em atresia, por falta de receptores e porque a 
dominância se dá por tamanho folicular. Na fase folicular (ovulatória) um total de 





As transições foliculares são influenciadas pelo fator inibidor da leucemia 
(LIF), o fator de crescimento básico derivado de fibroblastos (bFGF), membros da 
família do fator transformador do crescimento B (TGFb), fator de diferenciação do 
crescimento 9 (GDF9), fator morfogênico óssea 15 (BMP15) e fator inibidor de 
estrutura mülleriana (MIF). GDF9 e BMP15 são produzidos pelo oócito até a 
ovulação. O MIF é produzido pelas células da granulosa, após o nascimento, que 
inibe o recrutamento folicular primordial evitando a depleção precoce destes 
(URBINA; LERNER, 2008). Tem-se incluídos outros reguladores do crescimento 
como fator de crescimento epidermal (EGF), activina, fator beta transformador do 
crescimento (TGFB) e retinoblastoma proteína 1 (RB1), (PICTON et al., 2008). 
 
1.6. CULTIVO IN VITRO DE OÓCITOS INCLUSOS NOS FOLICULOS PRÉ-
ANTRAIS (FOPA)  
A biotecnica de manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais, 
representada pela sigla MOIFOPA, consiste no isolamento ou resgate de folículos 
pré-antrais a partir de ovários, visando estocagem a curto e longo período por 
esfriamento (5°) e congelamento (-196°C) respectivamente. Além de promover 
crescimento e maturação folicular in vitro (GIOMETTI, 2003; FIGUEIREDO, et al., 
2009; ROCHA, 2013), para isso, é necessário utilizar diferentes substâncias no 
meio de cultivo em diferentes concentrações em diferentes fases do 
desenvolvimento folicular (ROCHA, 2013).  Além do emprego para o resgate a 
biotecnica também permite estudos in vitro de substâncias como screening de 
drogas, criando alternativa experimental para o uso de animais de laboratório. Por 
exemplo, fármacos de interesse médico em estudos preliminares para animais e 
teste de inocuidade de nano partículas usadas no carreamento de drogas podem 
se beneficiar destas methodologias (FIGUEIREDO et al., 2009).  
Existem diferentes técnicas de cultivo in vitro para oócitos inclusos nos 
folículos pré-antrais (FOPA). O cultivo in vitro e cultivo isolado ainda precisam de 
pesquisas já que os mecanismos de desenvolvimento em cada espécie animal 
ainda não foram elucidados (GIOMETTI, 2003) e cada espécie animal se 
comporta de maneira diferentes e possuem necessidades específicas de 
hormônios, vitaminas e sais minerais.  
O cultivo in vitro é feito com folículos pré-antrais inclusos em tecido 
ovariano, já que esse permite manter as caraterísticas tridimensionais e a 
perfusão de nutrientes entre os folículos (PICTON et al., 2008; ROCHA, 2013). 
Também pode ser mantido o contato entre células e as ligações gap nos folículos 





No cultivo de folículos isolados são utilizados os folículos primários e secundários 
por duas metodologias: enzimática e mecânica. Na enzimática se realiza uma 
dissociação do tecido ovariano e depois uma microdissecção obtendo folículos 
primários e secundários. Na microdissecção mecânica o estroma é um fator 
importante, porque em fêmeas (bovinas, ovinas e suínas), esse procedimento é 
dificultado pela espessura do estroma comparado quando é feito em 
camundongos (SHUTTLEWORTH et al., 2002). Além disto, se relata o resgate de 
folículos em suínos de um tamanho de 2,5 ± 0,3cm, onde se fez uma comparação 
entre os dois tipos de isolamento. A metodologia enzimática produz maior número 
de folículos isolados (128), com uma morfologia normal de 74% enquanto à 
metodologia mecânica isola um menor número folicular (68) com maior percentual 
de morfologia normal (95%). Entre os folículos morfologicamente normais o 
diâmetro deles variou entre 233 e 232 µm. A integridade e morfologia é mais alta 
para o processo mecânico (95%) frente ao enzimático (73%). Enquanto a 
expressão de mRNA de receptores foliculares de hormônios, ligações gap e 
desenvolvimento folícular não foram diferentes entre as duas metodologias (AHN 
et al., 2012). Após esse isolamento os folículos são colocados em matrizes de 
colágeno dentro de sistemas bidimensionais e tridimensionais terminando sua 
maturação (GIOMETTI, 2003).  
  As duas metodologias podem ser feitas em sequência, podendo-se realizar 
o cultivo de córtex seguido pelo isolamento de folículos e seu cultivo, para testar 
após sua fertilização e capacidade meiótica, isso visando à produção de embriões 
em larga escala.  
A espécie suína é importante em estudos de medicina regenerativa já que 
muitas pesquisas são encaminhadas na produção de materiais xenogénicos, 
biotecnologia para tecidos e órgãos. Neste caso, o desenvolvimento de oócitos 
pode contribuir para manter e entender a fertilidade na mulher (AHN et al., 2012). 
Além disso, os suínos possuem um período curto de gestação e um metabolismo 
anatômico e caraterísticas fisiológicas similares aos humanos (BAI, 2013). 
A espécie suína possui 210.000 folículos primordiais, seu crescimento e 
maturação in vitro são baixos, perto de 40%, além da competência meiótica e 
penetração pelo espermatozoide após sua maturação, isto faz necessária a 
criação de meios de cultivo eficientes (BOULTON, 1997; SHUTTLEWORTH et al., 
2002).  
Nas espécies de mamíferos é importante que os meios in vitro supram os 
nutrientes, eletrólitos, antioxidantes, aminoácidos, substratos para energia, 
monossacarídeos, lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos, vitaminas e fatores de 





do metabolismo, como o amoníaco que prejudica o crescimento folicular 
(GIOMETTI, 2003; PICTON et al., 2008; QUINTINO et al., 2010).  Os meios mais 
usados para desenvolvimento de folículos pré-antrais são o meio essencial 
mínimo (MEM), Waymouth médium e McCoy´s 5a médium junto com antibióticos, 
antifúngicos e suplementos como transferrina, selênio e insulina (PICTON et al., 
2008). Além disto, é importante testar diferentes meios de cultivo já que há 
diferenças entre eles, por exemplo, entre o meio TCM199 e NCSU23, neste caso 
o segundo meio foi o melhor para incrementar o número de folículos pré-antrais 
com formação de antro e para a recuperação do complexo oócito-cumulus (COCs) 
(METOKI, 2008). 
Também é importante usar inibidores da apoptose celular, como fator de 
crescimento insulínico tipo 1 e 2 (IGF1 e IGF2), fator diferenciador de crescimento 
9 (GDF9), 8-bromo AMPc e guanosine monofosfato. Tendo em conta a 
importância da concentração e o tempo de suplementação dentro do meio de 
cultivo.  
Os extratos energéticos, glucose neste caso, são comuns entre os 
diferentes tipos de células animais, embora os folículos de humanos e 
camundongos necessitam de piruvato como fonte principal de energia (PICTON et 
al., 2008). A glucose é um importante energético em meios de crescimento in vitro, 
enquanto o piruvato é indicado como meio de energia para maturação folicular nas 
metodologias de folículo isolado.  
O uso de soro in vitro causa controvérsia, seja homologo ou heterólogo 
pode ser transmissor de patógenos como de diferentes vírus (como o da diarréia 
viral bovina) e, também contém proteínas, aminoácidos, hormônios, carboidratos, 
componentes da matriz extracelular e fatores de crescimento para adesão celular 
e proliferação. O soro age como fonte de albumina, equilibra a osmolaridade, 
diminui radicais livres e age como precursor de esteroides. A substituição deste 
soro pode ser feita por Soro Albumina Bovina (BSA), já que este incrementa o 
percentual de morfologia intacta pré-antral em folículos, comparado com o soro, 
que produz maiores percentuais de extrusão oócitaria e degeneração folícular 
(PICTON et al., 2008).  
Em isolamento de folículos pré-antrais de suínas, os folículos com diâmetros de 
265,8 ± 8,3 µm não tiveram diferenças nas taxas de crescimento, isso quando 
foram avaliados no cultivo in vitro com suplementação de soro de suínas pré-
púberes (PGS) e soro fetal (FCS). Mas esses foliculos quando combinados com 
meio de cultivo TCM199 e PGS produziram a maior taxa de resgate de 





O soro fetal bovino (SFB), soros de cabra e ovelha em estro e soro de suíno pré-
púbere possuem carboidratos, aminoácidos, fatores de crescimento, hormônios 
que são fontes de precursores esteroidais que ajudam a inibir a apoptose folicular 
(QUINTINO et al., 2010). 
Um fator limitante em sistemas de resgate de folículos pré-antrais isolados é a 
escassez destes. A maior parte de tecnologias é encaminhada a maturar esses 
oócitos in vitro, mas o nível de sucesso é variável. Por esta razão e para eliminar a 
variação na qualidade folicular é importante resgatar e usar folículos primordiais 
em sistemas in vitro, para desenvolver maior número de oócitos de alta qualidade. 
Para suínos o sistema de matriz de colágeno são ótimos, para folículos isolados 
entre um diâmetro de 70 a 90 µm é melhor o cultivo deles dentro de gel de 
colágeno até 110 µm durante 16 dias, após isso o cultivo sobre uma superfície de 
colágeno é melhor para folículos entre 150 e 200 µm, sendo capazes de entrar na 
segunda fase de meiose (TELFER, 2000). 
 
1.7. HORMÔNIOS NECESSÁRIOS PARA CULTIVO IN VITRO (FOPA) 
Além do meio de cultivo base é importante suplementar com diferentes 
hormônios e fatores de crescimento já que a ativação de folículos primordiais e 
seu desenvolvimento dependem disto. Relata-se que a suplementação com 
testosterona em tecido de ovário suíno pré-púbere, durante sete dias, em uma 
concentração de 10−6M induz a transição de folículos primordiais a folículos de 
transição. Além disto, por Westerm blot e imunohistoquimica foram encontrados 
receptores androgênicos ativos para testosterona (MAGAMAGE et al., 2011). 
Também, o suplemento in vitro de 100 ng. mL−1Kit ligand (KL) e testosterona 
promove o desenvolvimento de folículos primários a secundários. Já que KL não 
induz especificamente o desenvolvimento folicular, mas incrementa o número de 
folículos primordiais viáveis e diminui o número de degenerados aos sete dias de 
cultivo (MAGAMAGE et al., 2011). Isso em meio alfa essential minimum 
suplementado com 0,08 mg.mL−1 de Kanamicina sulfato, 2,2 mg.mL−1 NaHCO3, 
50 µM2-mercaptoethanol, 0,1 mg.mL−1 de sodium piruvate, 1% v/v de insulina-
transferrina-selenium e 5% v/v de plasma bovino. KL é produzido pelas células da 
granulosa, presente no oócito e é importante na viabilidade folícular, mas não na 
ativação de folículos primordiais, isso por um relato em suinas pré-púberes com 
tecido cultivado in vitro e transplantado após um cultivo por um e três dias 
(MONIRUZZAMAN; MIYANO, 2007). 
A suplementação de hormônios como o folículo estimulante (FSH) em 
concentração de 2 mLU.mL−1 promove a formação de antro e aumento de 





controles sobre 981 folículos pré-antrais isolados e cultivados, além de diminuir a 
apoptose de células da granulosa (METOKI, 2008). Além da diminuição de 
apoptose e formação de antro o soro fetal bovino (SFB) junto EGF (50 ng. mL−1) e 
IGF-1 (100 ng. mL−1) incrementa a proliferação das células da granulosa, isso 
quando o cultivo foi acompanhado com meio Waymouth´s, alfa minimum Eagle´s 
essential médium suplementado com 10 µg. mL−1 de transferrina, 100 µg. mL−1 de 
L-acido ascórbico, 2 mU.mL−1 de FSH bovina (MAO  et al., 2004). 
 
1.8. EXTRATOS NATURAIS POSSÍVEIS DE SEREM USADOS POR 
POSSUÍREM PEPTÍDEOS BIOATIVOS 
1.8.1. Spirulina maxima  
Classificada como cyanobacteria, alga verde-azul, e possui peptídeos bioativos 
são reconhecidas por seu valor medicinal (KLANCHUI et al., 2012), Elas podem 
agir como hormônios, neurotransmissores e antibióticos (KORHONEN; PIHLANTO 
2006; CARRASCO et al., 2012). Na medicina S. maxima é conhecida por seus 
efeitos antioxidantes porque possui proteínas, ácidos fenólicos, tocoferóis, 
provitaminas, betacaroteno e ômega 3 e 6. (MIRANDA et al., 1998). Contem 
ficoproteinas como ficocianina que reduz a formação de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico (TBARS) em laboratório e radicais livres (PIÑERO et al., 2001; 
TORRES; JUÁREZ, 2006). 
As ficoproteinas da S. maxima tem atividade antioxidante associada com 
alto poder redutor de radicais livres, sendo proporcional a seu grado de pureza 
(PIÑERO et al., 2001). Devido a anterior atividade, o interesse no grupo Spirulina 
vem sendo cada vez maior, porque se relata que c-ficocianina associada ao 
selênio potencializa os efeitos contra o radical superóxido, peróxido de hidrogênio 
e 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl DPPH (HUANG et al., 2007; MADHYASTHIA; 
SIVASHANKAI; VATSALA, 2009; GUTIÉRREZ, 2012). Além disso, os produtos 
fermentados apresentaram ação anti-inflamatória representando assim diferentes 
aplicações na área de saúde, neste caso no cultivo e maturação de folículos pré-
antrais de suíno in vitro (GIANG-GONG et al., 2011).    
 
1.8.2. Kefir 
Kefir é um produto fermentado de leite de consistência cremosa originado 
em Balkans, Europa oriental e no Caucasus. A estrutura dos grãos de kefir se 
baseia num consórcio de micro-organismos, complexo formado por leveduras, 
fungos miceliais, Bactérias ácido lácticas (LAB) e bactérias ácido acéticas (AAB) 





conhecido por suas propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatórias e 
antioxidantes. Todavia, a interpretação de seus resultados é variável, pois ainda 
não se tem consensos na prática de laboratório (LOPITZ et al., 2006; WEI-SHENG 
et al., 2009; GONZÁLES-OLIVARES et al., 2011). Os leites fermentados contem 
fenóis funcionais que possuem isoflavonoides com poder antioxidante (PATRICK; 
KALIDAS, 2005). A atividade imune, anti-proliferativa e anti-inflamatória foi 
comprovada em células cancerígenas (linhagem SGC7901) por provas in vitro 
(ZHINA et al., 2015). Enquanto o poder antioxidante se relaciona com vitamina E 
(CARVALHO et al., 2011) e o polissacarídeo em concentração dependente 
(ZHINA et al., 2015).  
A função anti-hipertensiva, antitrombótica, opióoide, portadora de minerais e 
também antioxidante tem a ver com peptídeos menores a 14,4 KDa, esses 
encontrados na fração proteica derivados de casomorfinas de alfa e beta caseína 
(BOSQUE, 2007; GONZÁLES-OLIVARES et al., 2011). Kefir também pode 
estimular a produção de IL-1beta, fator anti-apoptose. Além disto, o polissacarídeo 
de kefir possui ação na cicatrização porque contém glicose, galactose, ramnose, 
arabinose e manose. Possui poder antioxidante, pois suprime as mudanças 
morfológicas em células de melanoma humano HMV-1, em fibroblastos TIG-1 e 
células SK-MEL, porque estas foram expostas a raios ultravioleta (LOPITZ et al., 
2006; MOREIRA et al., 2008; WEI-SHENG et al., 2009; GONZÁLES-OLIVARES et 
al., 2011). O polissacarídeo está associado com um fator de crescimento kefir 
(KGF), que contém beta-interferon, cortisol, noradrenalina que incrementa 
atividade fagocitica peritoneal e pulmonar (MOREIRA et al., 2008). Com base 
nessas características surgiu a possibilidade de utilização do Kefir como 
substância suporte para os meios de cultivo in vitro de oócitos inclusos em 
folículos pré-antrais. 
 
1.9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 A técnica de manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais 
(MOIFOPA) vem sendo usada no resgate e optimização da maturação oócitaria, 
visando encontrar os melhores meios na dinâmica folicular, pois na pratica 
reprodutiva é necessário incrementar o numero de folículos pré-antrais maduros.  
Os extratos naturais podem incrementar as possibilidades de sucesso na 
biotecnia, preservando a fertilidade da mulher e incrementando a produção em 






2. EFEITO DOS EXTRATOS DE Spirulina maxima E Kefir NO CULTIVO DE 
FOLÍCULOS PRÉ-ANTRAIS DE SUINO 
 
Em reprodução de mamíferos, 90% dos folículos pré-antrais formam a 
reserva ovariana e pelo recrutamento folicular 99,9% destes serão eliminados 
durante a vida reprodutiva (FIGUEIREDO, et al., 2009). Além disto, o 
microambiente ovariano influencia na qualidade e desenvolvimento dos folículos, 
interferindo assim na foliculogênese e na fertilidade da fêmea (AMBE, et al., 2005; 
ANTONIO DE, 2006). 
Muitos grupos de cientistas trabalham em busca de substâncias que não 
sejam citotóxicas aos tecidos ovarianos e desenvolvendo biotecnias que visam 
resgatar e aproveitar a reserva folicular (AGARWAL, 2004; AMBE, et al., 2005; 
SILVA, et al., 2008). 
A biotecnica de manipulação de oócitos inclusos em folículos pré-antrais 
(MOIFOPA) é amplamente usada para avaliar o efeito de diferentes substâncias e 
incrementar o número de folículos resgatados, diminuindo a atresia durante o 
recrutamento folicular (ROCHA, 2013). É necessário estabelecer o melhor meio de 
cultivo para o desenvolvimento de folículos pré-antrais e para isso são estudadas 
diferentes substâncias como antioxidantes, hormônios (FSH, LH, estradiol), 
peptídeos (peptídeo intestinal vasoativo) e fatores de crescimento (activina, GDF-
9, KGF), (QUINTINO, et al., 2010).  
Além disso, a técnica de MOIFOPA possui diferentes vantagens, pois 
segundo FIGUEIREDO, et al., (2009), além do estudo reprodutivo essa 
metodologia poderia ser uma alternativa no uso de animais de laboratório para 
estudos preliminares de fármacos. Podendo ser empregada antes de testes em 
animais e humanos e em testes de inocuidade de nano partículas usadas no 
carreamento de drogas de interesse médico. 
Apesar de existir várias pesquisas com diferentes protocolos e substâncias, 
não há um meio de cultivo definido que seja universal. Nesse contexto, o estudo 
da utilização de diferentes antioxidantes e matérias protéicas, é indicado para 
elaborar diferentes protocolos para tais meios de cultivo. Diante das vantagens da 
biotecnica MOIFOPA, pergunta-se se ela poderia avaliar extratos naturais que 
podem ser tóxicos ou potenciar o desenvolvimento dos folículos pré-antrais. 
O objetivo desse trabalho foi avaliar a citotoxicidade e o efeito sobre o 
cultivo in vitro de folículos pré-antrais de suínos de extratos de Spirulina maxima e 
Kefir. Que são duas substâncias de interesse médico por suas propriedades 






2.1. MATERIAL E METODOS 
Todos os reagentes químicos e meios de cultivo usados nesta pesquisa 
foram Sigma Chamical Company® (St. Louis, MO, USA) e usado segundo as 
indicações do fabricante. Os experimentos foram realizados em LAMOFOPA, 
Universidade Estadual do Ceará, UECE (Fortaleza-Ceará) e no CENBAPAR, 
UFPR (Curitiba-Paraná).  
 
2.1.1. Preparação do extrato de Spirulina maxima 
A cepa de S. maxima usada foi gentilmente doada pela empresa Ouro-Fino, 
Ribeirão Preto, São Paulo. A microalga é produzida em tanques Raceway de 
10.000 m² com agitação e temperatura controlada a 30°C em meio Zarrouk50%. 
Após o processamento e secagem ao sol 10 g foram utilizadas para diluição em 
100 mL de água. A cianobactéria foi diluída em 100 mL de água esterilizada e 
submetida a rompimento celular por 10 minutos em sonificador. O tempo de 
sonicação necessário ao rompimento foi controlado no microscópio de luz até lise 
da estrutura em hélice da alga. Após o rompimento a suspensão foi centrifugada a 
12.000 xg e seus sedimentos foram descartados. O sobrenadante foi liofilizado e 
esterilizado com óxido de etileno e mantidos a temperatura ambiente num 
envelope à vácuo (WON, et al., 2012). Na reidratação da alga, um dia antes de 
seu uso, foram preparadas suspensões com quatro diferentes concentrações (10, 
50, 100 e 200 ) e estocadas a – 20°C. 
 
2.1.2. Preparação do extrato de Kefir 
O extrato de Kefir foi preparado segundo o protocolo de MACHADO, (2014). 
Foram fermentados grãos de kefir , por 48 h a 30°C em Erlenmeyer com 300 mL 
de soro de leite, ao qual foram adicionados 30% (m/v) de glicose, 2% (m/v) de 
peptona, 4% (m/v) de fosfato e 4% (m/v) de citrato. Depois os grãos de kefir foram 
separados do meio líquido por centrifugação a 80.000 g, onde o sobrenadante foi 
recuperado. Em seguida, precipitou-se o produto fermentado com etanol absoluto 
por 24 h a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado centrifugado a 
80.000 g e lavado com água destilada. A seguir foi realizada diálise por 48 h e 
liofilização da solução. O pó de extrato de kefir liofilizado foi esterilizado com óxido 
de etileno e colocado num envelope e acondicionado à vácuo até seu uso. Um dia 
antes de seu uso, foram preparadas suspensões com quatro diferentes 






2.1.3. Análise de carboidratos 
 O conteúdo de carboidratos foi avaliado pela metodologia de Dubois, et al., 
(1956). Os extratos de kefir e Spirulina maxima foram avaliados em concentração 
de 1000 de água destilada. O teste foi desenvolvido em triplicata para 
todas as amostras. 
 
2.1.4. Análise de proteínas 
A concentração de proteínas nas amostras foi avaliada pelo método de 
Lowry e de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich F9552) em três repetições da amostra e 
com triplicata de cada dosagem. Numa solução de extrato bruto de 500 µg de kefir 
e, em separado, de Spirulina maxima, diluindo-os em 1 mL de água destilada. A 
absorbância da suspensão foi medida em 750 nm junto com uma curva padrão de 
Soro Albumina Bovina (BSA) (GARY, 1979). Após leitura dos valores dos padrões 
foram plotados e comparados com as absorbâncias dos extratos. A seguir foram 
convertidos os valores em percentual para determinar o conteúdo de proteína nos 
extratos brutos.  
 
2.1.5. Análise de lipídeos 
A metodologia usada para dosagem de lipídeos foi a de Bligh e Dyer, 
(1959) com modificações. Este método tem por base a homogeneização do 
extrato seco, com metanol e clorofórmio, em proporções iguais para formar uma 
única fase miscível com a água e daí separar os lipídeos. Para isso é necessário 
misturar 20 mL Metanol com 20000 µg do extrato de kefir ou S. máxima, após 
colocar 10 mL de Clorofórmio, 10 mL Sulfato de sódio e 8 mL de água. 
 
Como os lipídeos ficam na fase de clorofórmio é necessário colocar as 
amostras em estufa a 70°C overnight. Após a secagem os tubos foram pesados e 













2.1.6. HPSEC-MALLS – para dosagem de proteína e carboidratos 
O método utilizado foi a cromatografia de exclusão estérica acoplada a 
detectores de espalhamento de luz laser multiângulos e de índice de refração 
(HPSEC-MALLS/RI/UV). Para conhecer a pureza das proteínas e de carboidratos, 
uma amostra de cada extrato de S. maxima ou de Kefir, (1000 µg.mL-1) foi 
solubilizada em solução de NaNO2 (0,1 M) contendo 200 ppm de NaN3. Esta 
amostra foi filtrada com membranas de acetato de celulose (0,2 µm). A análise foi 
efetuada em um cromatógrafo de exclusão estérica de alta pressão (HPSEC), 
equipado com um detector de índice de refração diferencial WATERS modelo 
2410 (RI) e detector de espalhamento de luz em multiângulos (MALLS) WYATT 
TECHNOLOGY modelo DAWN DSP com 18 canais, acoplados em série. Foram 
utilizadas quatro colunas de gel permeação WATERS em série, com limites de 
exclusão de 7.106, 4.105, 8.104 e 5.103 g. Mol−1. O eluente utilizado foi solução 
de NaNO2 0,1 M contendo NaN3 200 ppm, com fluxo de 0,6 mL.min
-1, monitorado 
através de bomba peristáltica WATERS 515 (RAMOS PAREDES, 2009). 
 
2.1.7. SDS-PAGE com corante Coomassie Blue 
A metodologia foi segundo o protocolo do laboratório de Biologia Molecular 
do Programa de Pós-Graduação em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia 
(PPGEBB) da Universidade Federal do Paraná (UFPR). Os valores de proteína de 
cada extrato (S. maxima e Kefir) determinados pela metodologia descrita por 
Lowry (1951) e 15 µL foram usados na eletroforese de gel de poliacrilamida para 
determinar a massa das proteínas dentro de cada extrato e comparando com um 
padrão PMM (Broad Range Protein, V849A e tamanho 500µL -100 lanes). A 
concentração do gel de eletroforese foi 12%, e a corrida eletroforética foi realizada 
com voltagem de 30 mA. A corrida foi interrompida quando o marcador (de azul de 
bromofenol) chegou à parte inferior do gel. 
 
2.1.8. Amostra biológica empregados no experimento 
Amostras de ovário de porcas pré-púberes foram coletadas em Frigorífico 
de São José dos Pinhais, Paraná, Brasil, o qual segue as normas do Sistema 
Federal de Inspeção (SIF).  
Foram retirados ovários completos de dez fêmeas suínas (Sus scrofa 
domestica), pré-púberes, de raça Yorkshire (n-20 ovários). Após a coleta os 





ligamentos e peritônio. Em seguida, os ovários foram lavados com álcool 70% e 
duas vezes com meio Minimum Essential Medium (MEM) contendo 100 µg/mL de 
penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e foram transportados ao laboratório a 
37°C (Mao, et al., 2004).De cada par de ovários foram obtidos 11 fragmentos para 
compor os três tratamentos (grupo controle, grupo tratado com extrato de Kefir e 
grupo S. maxima) do cultivo de 1 e 7 dias.  
 
2.1.9. Protocolo experimental 
O cultivo in situ de tecido de córtex de ovário seguiu a metodologia proposta 
por Mao, et al., (2004). O meio de cultivo base usado foi alfa MEM (pH 7,2-7,4), 
100 µg/mL de ácido ascórbico, 1000 µg/1 mL de BSA, 29.200 µg/mL de 
hipoxantina, 10 µg/mL de transferrina, 1 mM de piruvato, 100 µg/mL de penicilina 
e 100 µg/mL de estreptomicina. Vinte e dois fragmentos de 5 mm x 5 mm e 1 mm 
de espessura foram dissecados do par de ovários (segundo protocolos do 
laboratório - LAMOFOPA  da UECE), obtendo assim, uma amostra por poço para 
cada teste nos dias 0, 1e 7. Cada fragmento foi cultivado em placa de 24 poços 
com 1 mL de meio de cultivo e 10 µL dos extratos liofilizado de kefir e aquoso de 
S. maxima. Foram testadas quatro concentrações (10, 50, 100 e 200 ) de 
cada extrato. No grupo controle foi utilizado meio sem adição dos extratos.   
 
2.1.10. Histologia clássica 
Após o cultivo todas as amostras foram fixadas em solução de 
paraformaldehido 4% em PBS, solução com pH 7,2 a 7,4, por 12 h a 4°C. Em 
seguida foram processadas em banhos de álcool com concentrações crescentes 
de 70 a 100% e em parafina. Os cortes foram feitos com 7 µm de espessura e 
corados com ácido periódico Schiff-PAS, hematoxilina e cobertos com lamínula e 
cola DPX. Cada corte foi avaliado usando um microscópio ótico (Nikon, Tokyo, 
Japão) em aumento de 400x. Na leitura foram considerados os folículos vivos, 
com base na integridade de oócito e células da granulosa, presença ou ausência 
de corpos picnóticos, retração ooplásmica e organização das células da camada 
granulosa.  Na figura 1, são mostradas as estruturas avaliadas para classificação 
dos folículos como pré-antral degenerado (esquerda) e com morfologia normal 
(direita) submetidos ao cultivo com extratos, já que a leitura poderia variar entre 
substâncias. Um folículo atresico mostra as células da granulosa desajeitadas 
(flecha azul, esquerda), oócito com retração e presença de picnose (flecha 
vermelha, esquerda), enquanto um folículo com morfologia normal mostra 
integridade nas células da granulosa (flecha azul, direita) e oócito (flecha 





intermediário, primário e secundário (HULSHOF, et al., 1994; MAGALHÃES, et al., 
2012). Para maiores detalhes ver figura 2. 
 
Figura 1. Diferenças entre folículos pré-antrais morfologicamente normais e 















A,B- Suplementação de extrato de Kefir em cultivo de folículos pré-antrais: folículo 
degenerado (A) vs folículo com morfologia normal (B). C,D- Adição de extrato de 
Spirulina maxima em cultivo in vitro: folículo em processo de atresia (C) vs folículo 
com morfologia normal (D).Flecha azul: desorganização (esquerda) vs integridade 
de células da granulosa (direita), Flecha vermelha: integridade oocitário vs 







Figura 2. Classificação dos diferentes folículos pré-antrais segundo HULSHOF et 
al., 1994 observados em lâminas histológicas de tecido ovariano de suíno, 2015.  
 
A - Folículos Primordiais - possuem uma camada de células pavimentosas 
da granulosa (flecha); B - Folículos Intermediários - possuem uma camada 
de células pavimentosas e cuboidais da granulosa (flecha); C - Folículos 
Primários - possuem uma camada de células cuboidais (flecha); D - 
Folículos Secundários - possuem duas camadas de células cuboidais na 
granulosa (flecha). 
 
2.2. ANALISE ESTATÍSTICA 
Todos os dados foram submetidos com o programa R Commander para os 
testes de normalidade e homogeneidade das amostras usando Shapiro-Wilk e 
teste de Bartlett, respectivamente. Os percentuais de folículos primordiais e em 
desenvolvimento e sobrevivência folicular, além dos diâmetros oócitario e 
foliculares foram submetidos à análise de variância (ANOVA), usando teste de 
Tukey para comparação entre grupos, nas concentrações por período de cultivado 
comparado ao controle dos dias 0, 1 e 7 (baseado segundo a metodologia de 







 Na tabela 1 são dados os valores determinados de carboidratos, lipídeos e 
proteínas para extrato de Spirulina maxima, que foram respectivamente de 6,03; 
9,70 e 48,85%. Para Kefir foram 1,66% de carboidratos, 9,45% de lipídeos e 
30,87% de proteínas solúveis.  
 Quando usado a metodologia de HPSEC-MALLS, no ultravioleta e índice 
de refração, os dois extratos apresentaram maior quantidade de proteínas, 
coincidindo com a análise de SDS-PAGE. Neste caso, o extrato de S. maxima 
mostrou bandas protéicas definidas de massa de 50 kDa, e outras variando de 25 
a 15 kDa. Enquanto o extrato de Kefir evidenciou bandas protéicas de massa 
molecular entre10 a 15 kDa, 15 a 25 kDa, 30 a 35 kDa e 50 a 60 kDa.  
 
Tabela 1- Percentual médio ± desvio padrão da concentração de carboidratos, 
lipídeos e proteínas solúveis de extrato de Spirulina maxima e Kefir. 
 
No cultivo in vitro de folículos pré-antrais, para cada extrato natural foi lido 
um total de 1650 folículos pré-antrais em 275 lâminas histológicas usando a 
técnica de MOIFOPA. Verificou-se que a população diminuiu no primeiro dia e 
ainda mais no dia sete. Esta característica se repete nos cultivos de todas as 
espécies animais, já que é o tempo máximo de cultivo folicular in vitro (GIOMETTI, 
2003).  
Na Tabela 2, verifica-se que a sobrevivência folícular, variou de 48,67±5,06 
a 62±8,37% para o extrato de S. maxima e de 50±7,82 a 52,50±6,3% para o 
extrato de Kefir no dia um de cultivo (D1). No dia sete de cultivo (D7) a 
sobrevivência esteve entre 6,67±7,82 a 34,67±5,06% nas concentrações usadas 
para extrato aquoso S. maxima e para o extrato liofilizado de Kefir entre 20,0±3,33 
e 36,67±6,67%. Na análise estatística não se verificou diferenças significativas 
(p>0,05) entre as diferentes concentrações já que a resposta foi semelhante ao 
controle negativo tanto para S. maxima quanto para Kefir. Além disso, foi 
evidenciada uma alta variabilidade individual quando utilizada maiores 
concentrações de extrato de S. maxima.  
Spirulina maxima Kefir  
Proteínas solúveis  48,85 ± 0,21 30,87 ± 0,88 
Carboidratos 06,03 ± 0,57 01,66 ± 0,14 







Tabela 2- Percentual de sobrevivência de folículos pré-antrais de suínos nos dias 
zero a sete com diferentes concentrações de extratos de Spirulina maxima e Kefir 
e grupos controle. 
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52,50 ± 06,31 aB
52,00 ± 08,37aB
50,66 ± 07,60aB




Letras minúsculas diferentes na coluna diferem entre si em relação a concentrações de extratos e 
letras maiúsculas diferentes na coluna indicam diferenças estatísticas significativas entre os dias 
de cultivo (P<0,05). 
 
Na Figura 3, os dados percentuais de folículos primordiais estão sendo 
analisados em conjunto já que estes parâmetros são ligados à ativação e evolução 
folicular. Ou seja, enquanto há menor número de folículos primordiais deve ocorrer 
maior quantidade de folículos em desenvolvimento. Todas as concentrações de S. 
maxima e Kefir promoveram uma ativação e desenvolvimento folicular adequado, 
não havendo diferenças estatisticamente significativas (p>0,05). 
No primeiro dia de cultivo, para S. maxima os diâmetros foliculares 
estiveram entre 30,8±06,9 com 10 µg.mL¯¹ do extrato e 36,3±08,7 com 50 
µg.mL¯¹ do extrato. Para os extratos de Kefir ficaram entre 25,5±2,5 com 10 
µg.mL¯¹ e 35,9±4,8 com 200 µg.mL¯¹ (Tabela 3). O diâmetro oócitario, em cultivo 
com S. maxima ficou entre 17,8 ±1,8 com 50µg.mL¯¹ e de 19,4±2,5 com 
10µg.mL¯¹. Para Kefir diâmetro oócitario ficou entre 17,7±1,5 com 10 µg.mL¯¹ e 
de 20,5±3,2 com 50µg.mL¯¹ (Tabela 4).  
No sétimo dia de cultivo para S. maxima o diâmetro folicular ficou entre 





ficou entre 12,3±5,5 com 200 µg.mL¯¹ a 19,7±4,3 com 100 µg.mL¯¹. Para extrato 
liofilizado de Kefir o diâmetro folicular variou entre 34,09±8,4 com 200 µg.mL¯¹ e 
42,1±5,0 com 50 µg.mL¯¹. O diâmetro oócitario ficou entre 18,6±3,0 com 100 
µg.mL¯¹ e 21,5±0,9 com 50 µg.mL¯¹.  
As concentrações de extratos de S. maxima e Kefir testadas estimularam o 
crescimento folicular e oócitario de forma similar ao controle já que não houve 















































































Dias de cultivo 




























































































Figura 3- A, Percentuais de desenvolvimento de 
folículos primordiais de porcas nos dias zero a 
sete com diferentes concentrações de extrato de 
Spirulina maxima e Kefir. B, Percentuais de 
folículos pré antrais suinos em desenvolvimento 
nos dias zero a sete com diferentes 







Tabela 3- Percentual de diâmetros dos folículos pré-antrais suínos após cultivo in 
vitro de 1 e 7 dias com diferentes concentrações(µg.mL¯¹) de Spirulina maxima, 
Kefir e grupo controle.  





























































Letras minúsculas diferentes na coluna diferem entre si em relação a concentrações de extratos e 
letras maiúsculas diferentes na coluna indicam diferenças estatísticas significativas entre os dias 
de cultivo (P<0,05). 
 
Tabela 4- Percentual de diâmetros dos oócitos pré-antrais suínos após cultivo in 
vitro de 1 e 7 dias com diferentes concentrações(µg.mL¯¹)  de Spirulina maxima e 
Kefir,  e grupo controle. 
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Letras minúsculas diferentes na coluna diferem entre si em relação a concentrações de extratos e 
letras maiúsculas diferentes na coluna indicam diferenças estatísticas significativas entre os dias 
de cultivo (P<0,05). 
 
2.4. DISCUSSÃO 
 Neste estudo, o extrato aquoso de S. maxima apresentou valor de lipídeos 
constante nas triplicatas (9,70) e a concentração protéica foi de 48,85. Segundo 
dados da literatura, S. maxima possui concentração de lipídeos entre 6,38 a 11%,  
de proteína é variável de 60 a 77% com base em peso seco (CHAMORRO, et al., 
1997; RAMADAN; ASKER; IBRAHIM, 2008; GEFFROY e SIMON, 2013). As 
proteínas de S. maxima são conhecidas por conterem aminoácidos essenciais 
como isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina e valina 
(MENDIOLA, et al., 2007; RAMADAN, et al., 2008; AMBROSI, et al., 2008). 
Também, são relatados dois peptídeos com função anti-inflamatória denominados 
LDAVNR e MMLDF (THANH-SANG, et al., 2013).  
 Os extratos de Kefir apresentaram peptídeos menores de 1,4 a 14,4 kDa 
similar aos dados de literatura. Interessante observar que peptídeos com massas 
variando de 1,4 a 14,4 kDa possuem propriedades bioativas antitrombóticas, anti-
hipertensivas, imunomoduladoras e anti-inflamatórias (HONG, et al., 2009; 
BOSQUE, 2007; GONZÁLES, et al., 2011). 
Na avaliação por SDS-PAGE as proteínas mostraram várias massas 
moleculares, e provavelmente se estivéssemos trabalhando com frações 
purificadas seria possível amplificar o potencial de atividade de sobrevivência e 
desenvolvimento dos folículos. Por exemplo, uma das proteínas de S. maxima, a 
ficocianina, é um flavonóide com atividade antioxidante maior que o ácido 
ascórbico usado em cultivos in vitro, com massa molecular de 38,5, 116 e 247kDa 
(PIÑERO, et al., 2001; HUANG, et al., 2007; MADHYASTHA, et al., 2009). No 
extrato aquoso aqui avaliado as proteínas apresentaram massa de 50 e 25 a 15 
kDa.  Para Kefir as proteínas observadas no presente trabalho correspondem às 
descritas na literatura, peptídeos funcionais menores de 14,4 kDa, com função 
antioxidante e anti-inflamatória(BOSQUE, 2007; HONG, et al., 2009; GONZÁLES, 
et al., 2011).  
Na sobrevivência de folículos pré-antrais os dois estratos, S. maxima e Kefir 
não apresentaram citotoxicidade já que estatisticamente as diferentes 
concentrações agiram de forma similar ao controle (P>0,05), demonstrando sua 
impossibilidade de provocar a morte dos folículos cultivados in vitro. Apesar dos 
valores encontrados para S. maxima no dia 7, não se pode afirmar que houve 





como de viabilidade oócitaria e testes de apoptose celular para confirmar ou 
infirmar a atividade. Em peixes zebra alimentados com S. platensis se relata que o 
número de ovos por desova em fêmeas diminuiu e a qualidade incrementou 
quando comparado com os peixes que não tiveram a suplementação na dieta.  
Pode-se atribuir que S. platensis poderia influir na seleção e dominância dos 
oócitos (GEFFROY e SIMON, 2013). Também são os relatos de estudo in vitro 
sobre citotoxicidade em S. máxima. Por exemplo, três trabalhos recentes não 
relatam efeitos negativos em camundongos, ratos e ratos Wistar machos 
diabéticos onde extratos de S. maxima foram administrados em diferentes 
dosagens sem encontrar alterações morfológicas nos eritrócitos, tecido hepático, 
cérebro, rim e baço, além de obter uma progênie saudável em camundongos 
(CHAMORRO, et al., 1997; SALAZAR, et al., 1998; WON, et al., 2012). Entre os 
testes complementares de citotoxicidade há o teste de Chopper, o cultivo de 
folículo isolado, eletroforese para avaliar fragmentação de DNA, 
imunohistoquimica e TUNEL. Testes que avaliam marcadores celulares de 
apoptosee integridade do folículo ovariano (SANTOS, et al., 2005; MATOS, et al., 
2007) e que poderiam também serem usados. Também os resultados de S. 
maxima mostraram alta variabilidade individual entre as amostras. Sabe-se da alta 
variabilidade individual na produção de oócitos in vitro e in vivo em resposta aos 
tratamentos de superovulação, já que sempre há uma variação individual 
(OLIVEIRA, et al., 2010). Por exemplo, em gado Nelore, o número óvulos e 
embriões variam significativamente ao tratamento com hormônios, também em 
vacas Holstein tiveram diferente número de folículos para coleta após o tratamento 
de superovulação (BARUSELLI, et al., 2006). Neste caso o cultivo in vitro de 
folículos pré-antrais visa resgatar o máximo de folículos igual que os tratamentos 
de superovulação, por isso a variabilidade entre fêmeas é alta já que o ciclo estral 
é diferente em cada animal (BARUSELLI, et al., 2006; OLIVEIRA, et al., 2010). 
Para o extrato de Kefir foram encontrados estudos apenas avaliando a 
toxicidade subcrônica. Em camundongos a toxicidade foi avaliada após 
administração por via oral. Avaliou-se a toxicidade em tecido hepático, rim, ovário, 
testículos, ceco, íleo e glândula suprarrenal, hemograma e enzimas hepáticas. Em 
todas as avaliações não se verificou alterações patológicas (OWAGA, et al., 2014; 
DINIZ, et al., 2014).No presente estudo realizou-se um teste preliminar, porém, 
seria necessário realizar mais testes específicos de toxicidade de cada extrato e 
incrementar o número de animais no estudo para que haja repetibilidade na 
avaliação citotóxica de novas substâncias obtidas por bioprocessos.   
O diâmetro oócitario é importante, porque a maturação oocitária 
inadequada inviabiliza a fecundação e aumenta a ocorrência de polispermia e 





MINGOTI, 2009). Segundo SILVA, (2011) o diâmetro de folículos primordiais 
suínos é de 33,8±3,4 e em primários é de 40,4±5,1 µm. O diâmetro oócitario é de 
26,00±2,5 e 27,3±2,8 µm respectivamente, mostrando alto desenvolvimento das 
células da granulosa e pouco crescimento do oócito entre as fases foliculares. 
Comparado com os resultados descritos nesse estudo, Kefir apresentou 
resultados superiores ao de S. maxima já que manteve melhor, durante os sete 
dias de cultivo, o diâmetro folícular (max: 42,10±5,00 e min: 34,10±8,40) e 
oócitario (max: 21,50±0,90 e min: 18,60±3,00). Enquanto que S. maxima manteve 
o diâmetro oócitario com pouco desenvolvimento das células da granulosa 
(diâmetro folicular: max.de 36,30±8,00 e min. de 18,20 e diâmetro oócitario: max. 
de 19,70 e min. de 12,30). O fenômeno foi similar na ativação folicular e 
desenvolvimento folicular já que Kefir foi superior a S. maxima, pois teve melhor 
ativação e maior desenvolvimento. 
Embora, nenhuma das substâncias tenha apresentado toxicidade folicular 
agindo de forma similar ao controle (P>0,05), o modelo testado poderia ser 
avaliado suprimindo o efeito do ácido ascórbico que poderia ter ocultado os efeitos 
anti-apoptótico de S. maxima e Kefir. Particularidades da espécie estudada 
(suínos), também poderia ter influenciado nos resultados obtidos. Pois 
antioxidantes como, por exemplo, a vitamina E (alfa-tocoferol), não possui ação no 
desenvolvimento de folículos pré-antrais, uma vez que a vitamina E não é 
essencial para essa espécie animal (SILVA, et al., 2011). Assim o efeito dos 
extratos poderia ter sido menor. Outras espécies animais deverão ser estudadas 
uma vez que a vitamina E tem influência em espécies como bovinos, ovinos e 
caprinos. 
Para que haja homogeneidade na aplicação da biotécnica MOIFOPA em 
biotecnologia e esta possa ser utilizada de forma eficiente na análise de fármacos, 
e extratos naturais é importante controlar todos os elementos que constituem o 
meio de cultivo. Também é importante utilizar um elevado número de amostras 
para diminuir o efeito individual e realizar a técnica em laboratórios de referência 
que já tenham estrutura ideal e equipe treinada para execução dos protocolos. Por 
se tratar de uma tecnologia relativamente nova, não há muitos trabalhos na 
literatura e com isso é necessário realizar estudos preliminares, que possibilitam 
conhecer e fixar futuros protocolos de pesquisa. Ainda seria interessante purificar 
as moléculas e isoladamente testá-las para determinar qual delas possui ação no 
desenvolvimento de folículos pré-antrais. Estas substâncias possuem baixo custo 
no mercado e sua alta disponibilidade, se torna uma alternativa viável para 







Os extratos de Spirulina maxima e Kefir não possuem citotoxicidade na 
sobrevivência, ativação, desenvolvimentos e diâmetro folicular de suínos, pois não 
houve diferença (P>0,05) nos resultados entre os extratos e o grupo controle. De 
forma geral, qualitativamente o extrato de Kefir apresentou melhor ativação e 
desenvolvimento folicular em folículos pré-antrais de suínos comparado ao extrato 
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A. PROCESSO DE COLETA DAS AMOSTRAS 




Adaptado de: http://www.epmrq.gob.ec/index.php/servicios/faenamiento/faenamiento-porcinos 
Foram tres grupos de cinco 
animais por cada substância, para 
S. maxima, Ganoderma lucidum e 
Kefir. 
2. Dos ovários foram removidas a túnica, ligamentos e gorduras para fazer uma lavagem segundo 
o procedimento definido por LAMOFOPA:
A. Uma primeira lavagem 
com álcool 70% por dez 
segundos. 
B. Duas lavagens com 100g. mL−1 de 
penicilina, 100g. mL−1 de estreptomicina 
por dez segundos 
C. Cada par de ovários foi transportado em 
tubos falcon de 15 mL com solução de MEM, 




















B. FRAGMENTAÇÃO DAS AMOSTRAS NO LABORATORIO. 
No laboratório, sob condições estéreis, os ovários foram fragmentados em 12 partes de 
um tamanho de 5x5mm e1mm de espessura do córtex ovariano, as amostras foram submetidas a 







Adaptado de https://www.3tre3.it/foto-settimana/11-Apr-2012_15/abstracts/6/ e 
http://lamofopa.com.br/ 
 
A- Dois fragmentos a fresco foram usados para, controle no dia zero de cultivo para cada 
animal. 
 
B- Cinco fragmentos foram usados para fazer a histologia no dia um. 
 
C- Cinco fragmentos foram usados para histologia no dia sete do experimento 
 
D- O processo foi repetido para cada substância, S. maxima, Ganoderma luciudum e Kefir.  
 
C. CULTIVO DE CÓRTEX DE OVÁRIO 
Cada amostra de córtex de ovário foi colocada num pozo em placa de cultivo. Foram cinco 
animais, A. foi tomada uma amostra e colocada num pozo controle (médio sem substância), B. 
pozo de médio com 10 µg de substãncia, C. pozo de médio com 50 µg de substãncia, D. pozo de 
médio com 100 µg de substãncia  e E. pozo de médio com 200 µg de substãncia. Todo o processo 
foi feito por substãncia. 
 Grupo 1. Spirulina maxima (5 animais). 
 Grupo 2. Kefir (5 animais). 






* Placa de cultivo desenhada por cada substãncia, foi usada uma placa para o dia um, e mais uma 
para o dia sete. 
 
O cultivo in situ de tecido de córtex de ovário realizado segundo metodologia de Mao et 
al.,(2004). O meio de cultivo básico continha meio alfa MEM (pH 7.2-7.4), 100g. mL−1 de ácido 
ascórbico, 1 mg.1mL−1 de BSA, 0,0292g. mL−1 de hipoxantina, 10g. mL−1de transferrina, 1 mM 
de piruvato, 100 g. mL−1de penicilina e 100g. mL−1de estreptomicina. 
Os fragmentos foram colocados em disco de cultivo de 24 poços com 1mL de alfa MEM+ mais 
10µL das diferentes concentrações das três substâncias. Os cultivos foram mantidos a 39°C com 
5% de CO₂ no ar e os meios de cultivo foram trocados a cada dois dias junto com as substâncias. 
 
D. PROCESSO DE HISTOLOGIA  
 
Foi tomado o tecido no dia um de cultivo e no dia sete de cultivo, além do fragmento em fresco no 
dia cero de cultivo. Antes da histologia as amostras foram fixadas em solução de paraformaldehido 
4% em PBS, solução com pH 7,2 a 7,4, por 12 h a 4°C, todos os procedimentos foram seguindo os 
protocolos do laboratório LAMOFOPA, Universidade Estadual do Ceará, ver anexo 1. 
 
Paraformaldehido a 4% em PBS 
Água destilada ou Milli-Q 1000 mL 







+ Dissolver o paraformaldehido em PBS aquecido sob agitação 
+ Acrescentar gotas de NaOH a 40% para a solução ficar transparente 
+ Após esfriar, ajustar o pH para ficar em torno de 7,2 a 7,4 
 
Depois foram colocadas em banhos de álcool com concentrações crescentes para ser mergulhadas 
em parafina: 
a- Solução de álcool 75% por uma hora 
b- Solução de álcool 80% por uma hora 
c- Solução de álcool 95% por uma hora 
d- Álcool absoluto I por uma hora 
e- Álcool absoluto II por uma hora 
f- Álcool absoluto III por uma hora 
g- Xilol I por uma hora 
h- Xilol II por uma hora 
i- Xilol III por uma hora 
j- Parafina I por uma hora 
k- Parafina II por uma hora 
l- Parafina III por uma hora 
 
Deixaram-se esfriar os blocos e foram feitos cortes de 7µm para corar com ácido periódico Schiff-
PAS, hematoxilina: 
 
1- Incubar a 37°C as amostras para derreter a parafina 
2- Xilol I por quinze minutos 
3- Xilol II por quinze minutos 
4- Álcool absoluto I, dez segundos. 
5- Álcool absoluto II, dez segundos. 
6- Álcool absoluto III, dez segundos. 
7- Álcool absoluto 90%, dez segundos. 





9- Álcool absoluto 70%, dez segundos. 
10- Lavar com água da torneira, duas vezes. 
11- Ácido periódico por dez a quince minutos 
12- Lavar com água da torneira, duas vezes 
13- Reativo de Schiff, 13 minutos 
14- Solução sulfurada, 2 minutos. 
15- Lavar com água da torneira por cinco minutos 
16- Hematoxilina por 45 segundos 
17- Lavar com água da torneira por cinco minutos 
18- Álcool absoluto 70%, dez segundos 
19- Álcool absoluto 80%, dez segundos 
20- Álcool absoluto 90%, dez segundos 
21- Álcool absoluto I, dez segundos. 
22- Álcool absoluto II, dez segundos. 
23- Álcool absoluto III, dez segundos. 
24- Xilol I, um minuto. 
25- Xilol II, um minuto. 
26- Xilol III, um minuto. 
27- Cobrir com lamínulas com cola DPX. 
 
Ácido periódico, preparo de solução de: 
+ Água destilada 980   mL 
+ Ácido periódico 20 g 
 
No preparo misturar reagentes e guardar em frasco âmbar na geladeira. 
 
Reativo de Schiff,  
 
+ Fucsina básica 1g, dissolver em águafervente 
+ Água destilada 200mL 
+ HCL 1N 20mL, dissolver em água a 60°C 





+ Carvao ativado 1g 
 
Para o preparo ferver 200mL de água destilada e dissolver a fucsina básica, acrescentar o HCL 
quando a temperatura atingir 60°C, screscentar o matabissulfito após a solucao ficar em 25°C, 
agistar y guardar em frasco âmbar por 24 horas e após o tempo acrescentar o carvão ativado e 
agitar, por ultimo filtrar até a solucao ficar cor púrpura e armazenar a 4°C. 
 
E. AVALIAÇÃO DE TECIDO OVARIANO 
Cada corte foi avaliado usando um microscópio (Nikon, Tokyo, Japão) com 400x de 
aumento, para realizar a classificação dos folículos em primordial, intermediário, primário e 
secundário, além de classificar os folículos em vivos e mortos (HULSHOF et al., 1994, 1994): 
Os folículos pré-antrais possuem diferentes caraterísticas na sua avaliação para 
ser considerados vivos. Na seguinte imagem pode-se observar um folículo 








 Celulas da granulosa 
ajeitadas e uniformes 
 Nucleo não picnotico 
 Oócito sem retração 
e uniforme 
 
Os folículos pré-antrais mortos foram classificados por falta de Integridade de oócito e células da 
granulosa, presença ou ausência de corpos picnoticos, retração ooplasmica e organização das 
células da camada granulosa. Na seguinte imagem apresenta folículos mortos no dia sete e um de 









 Nucleo não 
picnotico 
 Nucleo picnotico 
 Retração de 
oócito  
 Retração de 
oócito  




OBS: Por cada extrato natural foram um total de 1650 folículos pré-antrais em 275 laminas 
histológicas avalidas. 
Em cada lâmina foram avaliados os cortes (pulando 5 cortes, depois da leitura dos folículos de um 
corte), cada um com 7µm de espessura, para analizar um total de 30 folículos por cada animal, nos 
fragmentos processados, ver figura 2. 
Leitura nas lâminas de histologia. 
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Após a leitura os folículos foram tabulados nas seguintes tabelas (1, 2, e 3), apresentando os dados 
em percentual ao total dos trinta folículos avaliados por substancia por substância para conhecer o 
percentual de sobrevivência no grupo.  
Depois de analisar sobrevivência foram transformando os dados em percentuais das medias das 
cinco replicatas dos folículos primordiais e os folículos em desenvolvimento, entendendo folículo 





Figura 1. Gráfica para ajeitar os dados de sobrevivência folicular, percentuais da meia obtida nas 
leituras por grupo de tratamento nas cinco replicatas. 
 
Tratamentos Percentual de folículos pré-antrais normais 
Nome Dia 0 Dia 1 (g. mL−1) Dia 7 (g. mL−1) 
 Tecido fresco 0 10 50 100 200 0 10 50 100 200 
            
            
 
Figura 2, Gráfica para ajeitar os dados de percentual de primordiais e folículos em 
desenvolvimento obtidos nas leituras por grupo de tratamento nas cinco replicatas 
Tratamentos Percentual de folículos primordiais 
Nome Dia 0 Dia 1 (g. mL−1) Dia 7 (g. mL−1) 
 Tecido fresco 0 10 50 100 200 0 10 50 100 200 
            
            
 
Tratamentos Percentual de folículos em desenvolvimento 
Nome Dia 0 Dia 1 (g. mL−1) Dia 7 (g. mL−1) 
 Tecido fresco 0 10 50 100 200 0 10 50 100 200 
            







Figura 3, Gráfica para ajeitar os dados das meias dos diâmetros foliculares e oocitarios sob 
tratamento dos diferentes extratos, Kefir e Spirulina maxima nos dias de cultivo um e sete.  
Tratamentos Diâmetro folicular (µm) 
Nome Dia 0 Dia 1 (g. mL−1) Dia 7 (g. mL−1) 
 Tecido fresco 0 10 50 100 200 0 10 50 100 200 
            
            
 
Tratamentos Diâmetro oocitário (µm) 
Nome Dia 0 Dia 1 (g. mL−1) Dia 7 (g. mL−1) 
 Tecido fresco 0 10 50 100 200 0 10 50 100 200 
            
            
 
Por último para avaliar o crescimento folicular, foram obtidas as medidas dos diâmetros foliculares 
e oócitarios, foram fotografados folículos primordiais e folículos primários de cada animal e cada 
tratamento usando um microscópio (Nikon, Tokyo, Japão) com objetivo 400x de aumento para 
depois fazer as medidas de diâmetro com IMAGE TOOL. 
 






Procedimento para medir o tamanhão folicular, foram feitas duas medidas do folículo e delas fez-






















Protocolo de SDS-PAGE 
1. Solução A  
 Acrilamida   29,2 g 
 Bis-acrilamida   0,8 g 
Água destilada q.s.p.  100 mL 
 Filtrar e armazenar  a 4°C ao abrigo da luz. 
 
2. Solução B (Tris-HCL 1,5M pH8,8) 
Tris    18,15 g 
Água destilada q.s.p.   100 mL 
 Acertar o pH com HCL, filtrar e armazenar a 4°C. 
 
3. Solução C (Tris-HCL 0,5M pH 6,8) 
Tris    6 g 
Água destilada q.s.p.   100 mL 
 Acertar p pH com HCL, filtrar e armazenar a 4°C. 
 
4. SDS 10% 
   SDS    5 g 
Água destilada q.s.p.   50 mL 
 Filtrar e armazenar a temperatura ambiente. 
 
5. Persulfato de amônio 10% (PSA) 
Persulfato de amônio  1 g 
Água destilada q.s.p.   10 mL 
 Distribuir em alíquotas e armazenar a -20°C 
 
6. Tampão de amostra concentrado 2X sem redução 
Solução C   1 mL 
Glicerol    0,8 mL 





Água destilada   0,4 mL 
Azul de bromofenol 2%  0,2 mL 
 Distribuir em alíquotas e armazenar a -20°C. 
 
7. Tampão de corrida 5X 
Tris    7.5 g 
Glicina     36 g 
SDS    2.5 g 
Água destilada q.s.p.   500 mL 
 Armazenar a 4°C. 
8. Procedimiento 
8.1 Usando luvas, limpar as placas de vidro com papel toalha umedecido com álcool 70% 
8.2 Montagem das placas de vidro com espaçadores: 
 Colocar a placa maior (não chanfrada) sobre a bancada 
 Umedecer os espaçadores com água destilada e coloca-los paralelos nas márgenes    
laterais e no fundo  
 Colocar  placa menor (chanfrada) sobre a placa maior, apoiando-a sobre os espaçadores 
 Prender as placas com grampos e vedar as laterais e fundo do conjunto com agarose 1% 
 Nivelar o conjunto com auxilio de um nível e ajustando por movimentação dos 
espaçadores do fundo 
 
OBS: Existem muitos tipos de aparelhos para eletroforese disponíveis comercialmente, e o arranjo 
das placas e espaçadores difere de fabricante para fabricante. 
 
8.3 Preparo do gel de separação: 
 7,5% 10% 12% 12.5% 15% 
Solução A 2,5 mL 3,34 mL 4 mL 4,17 mL 5 mL 
Solução B 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL 
SDS 10% 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 
Água destilada 4,85 mL 4 mL 3,35 mL 3,16 mL 2,34 mL 





TEMED 7 µL 7 µL 7 µL 7 µL 7 µL 
  
8.4 Misturar gentilmente e despejar o gel, rapidamente, no espaço entre as duas placas, cuidando 
para não formar bolhas. Em seguida, adicionar água destilada sobre a mistura. 
8.5 Deixar a solução acrilamida:bis polimerizar por 30 minutos em temperatura embiente 
8.6 Retirar a água vertendo o conjunto e secar com papel de filtro 
8.7 Preparo do gel de concentração 
 
 4% 
Solução A 1,3 mL 
Solução B 2,5 mL 
SDS 10% 0,1 mL 
Água destilada 6,1 mL 
PSA 10% 70 µL 
TEMED 7 µL 
 
8.8 Misturar gentilmente e despejar o gel, rapidamente, no espaço entre as duas placas, sobre o 
gel de separação. Inserir o pente, cuidando para não formar bolhas embaixo dos dentes  
8.9 Deixar polimerizar por 30 minutos 
8.10 Remover espaçador do fundo e colocar as placas no suporte para corrida (parte chanfrada 
para dentro) prendendo com os grampos 
8.11 Preencher os reservatórios da cuba com tampão de corrida 1X e remover o pente 
8.12 Remover bolhas do fundo do gel com auxílio de seringa e agulha 
8.13 Preparo de amostras, diluir 1:1 no tampão de amostra concentrado 2X, levar ao banho-maria 
fervente por 3 minutos e depois de resfriadas aplicar nas canaletas 
8.14 Conectar os fios de corrente a fonte, ligar a fonte e iniciar a corrida com voltagem em 100 V 
ou 30 mA 
8.15 Interromper a corrida quando o marcador de azul de bromofenol chegar à parte inferior do 
gel. Desligar a fonte e desconectar os fios de corrente 
8.16 Desunir as placas de vidro, remover a placa superior, com cuidado, retirar os espaçadores e 






9 Cuba electroforese Digel 
 
Volume total de solução de gel 
Tipo de gel Total de volume de gel (1mm)* 
Simples (um gel+placa de acrílico) 7,5 mL 
Duplo (dois géis) 15 L 
*Ajustes são necessários para géis moldados com espaçadores de 0,75 e 1,5 mm de 
espessura  
 
Volume de trabalho: 800 mL 
 
10. (A) Coloração Coomassie Blue (1L) 
Coomassie Blue     2.5 g 
Metanol     450 mL 
Ácido acético glacial    100 mL 
Água milliQ     450 mL 
 
10.1 Solução descorante 
       1000 mL  500 mL 
Álcool metílico   30%  300 mL   150 mL  
 Ácido acético   10%  100 mL   50 mL 
 Água destilada   60%  600 mL   300 mL 
 
10.2 Solução fixadoraa de gel 
 Ácido acético glacial 10% (v/v)   50 mL 
 Água destilada     450 mL 
 
10.3 Solução conservante 
 Álcool PA 100%     10 mL 







10 (B) Coloração pelo nitrato de prata 
 
Solução de fixação 
Metanol 50% (v/v) 
Ácido acético 5% (v/v) 
Solução de metanol 
Metanol 50% (v/v) 
Solução de tiossulfato 
Tiossulfato de sódio 0.02% (p/v) 
Solução de coloração 
Nitrato de prata 0.1% (p/v) 
Solução redutora (preparada no momento) 
Formaldeído 0.04% (v/v) 
Carbonato de potássio 2% (p/v) 
Solução de paragem 
EDTA 1.46% (p/v) 
10.1 Após electroforese colocar o gel em solução de fixação durante 60 minutos, à 
temperatura ambiente (se necessário, deixar durante a noite). 
10.2 Remover a solução anterior e incubar 60 min em solução de metanol 
10.3 Descartar a solução de metanol e adicionar água ultrapura, incubando durante 10 
minutos. Repetir esta lavagem duas vezes mais 
10.4 Substituir a água por um pouco de solução de tiossulfato de sódio e incubar 15 minutos 
substituir por nova solução de tiossulfato sódico e incubar durante 2h30m 
10.5 Rejeitar a solução anterior e enxaguar em água ultrapura (2 x 1 min) 
10.6 Descartar a água e colocar o gel em solução de coloração durante 60 minutos 
10.7 Rejeitar a solução anterior e enxaguar  em água ultrapura 
10.8 Rejeitar a água e colocar em solução redutora. Substituir esta solução por nova solução 
logo que fique amarelada e incubar até adquirir a intensidade de coloração desejada 
10.9 Substituir a solução anterior pela solução de paragem  
10.10 Descartar a solução de EDTA e substituir por água  
 
 
